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PROCEDE DE BIOSYNTHESE PERMETTANT LA PREPARATION DE 

COBALAMINES 

La presente invention concerne un procede de biosynthese permertant la 
preparation de cobalamines. Elle concerne plus precisement un procede d'amplification 
5 de la production de cobalamines et plus particulierement du coenzyme Bi 2 par les 
techniques d'ADN recombinant et/ou par ajout d'un nouveau precurseur de 
cobalamines. La presente invention concerne enfin un procede de preparation de 
souches recombinantes utiles dans le procede de preparation de cobalamines selon la 
presente invention. 

10 La vitamine Bi 2 fait partie d'une classe de molecules appelees cobalamines 

dont la structure est presentee notamment dans W091/1 1518. 

Les cobalamines sont synthetisees presqu'exclusivement par des bacteries selon 
un processus complexe egalement decrit dans W091/11518. Au niveau industriel, en 
raison de la grande complexite des mecanismes de biosynthese, la production de 
15 cobalamines et en particulier de la vitamine B t2 est principalement realisee par des 
cultures en grand volume de bacteries Pseudomonas denitrificans . Propionobacterium 
shermanii et Propionobacterium freudenreichii . 

II est largement connu que les cobalamines sont synthetisees par certains 
microorganismes a partir des substrats suivants : Tacide aminolaevulinique, la S- 
20 adenosyl-L-methionine, le cobalt, la glutamine, le Rl-amino-2-propanol et le 5,6- 
dimethylbenzimidazole. 

Parmi les precurseurs precedemment cites, le 5,6-dimethylbenzimidazole est 
synthetise par les microorganismes producteurs de cobalamines. Deux voies de 
biosynthese semblent exister pour le 5,6-dimethylbenzimidazole : Tune est 
25 caracteristique des microorganismes aerobies et fait intervenir Toxygene moleculaire, 
Tautre est utilisee par les microorganismes anaerobies. Seul un gene intervenant dans 
la voie anaerobie a ete isole, il s'agit du gene cobT de Salmonella thyphimurium 
(Trzebiatowski et al., 1994). Aucun gene de synthese du 5,6-dimethylbenzimidazole 
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n*a a ce jour ete identifie chez les microorganismes aerobies. La quantite du 5,6- 
dimethylbenzimidazole synthetise par les microorganismes est souvent limitante. 

Par consequent, le 5,6-dimethylbenzimidazole est prepare chimiquement et 
ajoute dans les milieux de production. La suppression de cet apport dans les milieux 
5 presenterait done un avamage certain. 

Jusqu'a present, aucun procede de preparation industriel des cobalamines ne 
mentionne T addition de precurseurs autres que le cobalt et le 5,6- 
dimethylbenzimidazole. Certaines souches ne produisant de cobalamines que sur des 
milieux contenant du Rl-amino-2-propanol ont ete recemment decrites (Crouzet et ah, 

10 1990, Grabau et ah, 1992). Le Rl-amino-2-propanol pourrait done etre utilise pour 
ameliorer la production de cobalamines. Cependant, son usage pour une fermentation 
industrielle eventuelle est delicat et couteux, car d'une part.le Rl-amino-2-propanol 
est un produit irritant et volatile, et d' autre part, il peut inhiber la croissance du 
microorganisme. II serait done particulierement avantageux de trouver un autre 

15 precurseur du residu Rl-amino-2-propanol des cobalamines ne presentant pas ces 
inconvenients. A cet egard, il est decrit une voie de biosynthese du Rl-amino-2- 
propanol a partir de la L-threonine via l'aminoacetone chez certains microorganismes. 
. Mais, la L-threonine ne permet cependant pas la complementation des souches citees 
precedemment. 

20 Plus generalement, pour ameliorer la production des cobalamines il peut etre 

avantageux d'augmenter la quantite de leurs precurseurs dans le milieu, en particulier 
s'ils sont limitants. Cette approche peut etre realisee soit en ajoutant directement le 
precurseur limitant ou un de ses derives ou analogues dans le milieu, soit en amplifiant 
la synthese in situ de ce precurseur dans la souche productrice en utilisant les 

25 techniques de genetique et en particulier la technologie de T ADN recombinant 

La connaissance des voies de biosynthese des cobalamines et de leurs 
precurseurs est a cet effet une etape cle pour ameliorer la production des cobalamines. 
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Ainsi, la plupart des etapes de la voie de biosynthese de la vitamine B12 ont ete 
recernment caracterisees chez Pseudomonas denitrificans (Blanche et al., 1995). Pas 
moins de 22 genes cob impliques dans la biosynthese des cobalamines ont ete isoles et 
la f onction de la plupart des polypeptides codes par ces genes a ete identif iee. 

5 D'autres genes probablement impliques dans la biosynthese des cobalamines ou 

de leurs precurseurs ont ete isoles chez d'autres microorganismes. Parfois la fonction 
de ces genes n'est pas connue. Seule la determination precise de leur role ou de leur 
effet permettrait de leur trouver une application. Ainsi chez une bacterie 
photosynthetique facultative, Rhodobacter capsulatus . un fragment d' ADN portant au 

10 moins un gene necessaire a la formation de Tappareil photosynthetique a ete sequence 
recernment (Pollich et al., 1993, Pollich et al., 1995a). II a ete suggere que 5 des 
8 genes isoles sont des genes de biosynthese de cobalamines a cause de leur forte 
homologie avec 5 des 22 genes cob de P. denitrificans decrits precedemment. Par 
contre aucune fonction precise n'a pu etre directement assignee aux 3 genes restants, 

15 les genes bluB, bluE et bluF. Les genes bluB, bluE et bluF incluant leurs sequences 
promotrices, ont ete sequences et decrits dans Pollich et al., 1995a. 

Selon la presente invention, on a decouvert un nouveau precurseur de 
cobalamine. La presente invention a en effet permis d'obtenir une amelioration de 
production de cobalamine avec des milieux contenant de la O-phospho-L-threonine. 

20 Ce precurseur de cobalamines, non decrit jusqu'a ce jour, a un role comparable a celui 
d'un autre precurseur dej a connu, le Rl-amino-2-propanoL Cependant, la O-phospho- 
L-threonine possede Tavamage par rapport au Rl-amino-2-propanol de ne pas etre 
toxique et d'etre un produit facilement manipulable. De plus, son efficacite pour 
Tamelioration de la production de cobalamines peut etre plus de 1000 fois superieure a 

25 celle du Rl -amino-2-propanol. 

La presente invention a egalement pour objet l'utilisation d'un fragment 
d'ADN de Rhodobacter capsulatus pour ameliorer la production de cobalamines ou 
pour obtenir ou augmenter la synthese in situ de O-phospho-L-threonine ou de 5,6- 
dimethylbenzimidazole d'une cellule donnee. 
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La preseme invention a permis d'obtenir une amelioration de la production de 
cobal amines avec des milieux ne contenant pas de Rl-amino-2-propanol ou de O- 
phospho-L-threonine en utilisant un fragment d'ADN portant notamment les genes 
bluE et bluF de Rhodobacter capsulatus. 

5 La preseme invention a permis enfin d'obtenir une amelioration de la 

production de cobalamines sur des milieux ne contenant pas de 5,6- 
dimethylbenzimidazole en introduisant un fragment d' ADN portant notamment le gene 
bluB de Rfrodofracter pgpgyiatvs. 

La preseme invention a pour objet, un procede de biosynthese de cobalamines 
10 par fermentation d'un microorganisme procaryote producteur de cobalamine, 
caracterise en ce que : 

• on utilise un microorganisme transforme par au moins un fragment 
d' ADN codant pour un enzyme implique dans une voie de biosynthese de la O- 
phospho-L- threonine et Ton cultive ledit microorganisme dans des conditions 
15 permettant l'expression dudit enzyme et la production de cobalamine ; et/ou 

- on ajoute dans le milieu de culture dudit microorganisme de la O- 
phospho-L-threonine, ou 

- on utilise un microorganisme aerobie transforme par au moins un 
fragment d'ADN codant pour un enzyme implique dans une voie de 

20 biosynthese du 5 t 6 dimethylbenzimidazole et Ton cultive ledit microorganisme 

en aerobiose, dans des conditions permettant Texpression dudit enzyme et la 
production de cobalamine. 

Le microorganisme peut contenir de fagon endogene un gene tel que 
caracterise ci-dessus. Dans ce cas, le procede selon Tinvention permet la subexpression 
25 de Tenzyme. Mais ledit microorganisme peut etre egalement exempt de ce type de 
gene de maniere endogene. 
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Par "fragment d'ADN codant pour tin enzyme implique dans une voie de 
biosynthese de la O-phospho-L-threonine ou du 5,6 dimethylbenzimidazole', on 
emend que Texpression dudit fragment d'ADN se traduit par une synthese de la 0- 
phospho- L- threonine ou du 5,6-dimethylbenzimidazole dans la cellule, suivie 
5 eventuellement d'une liberation dans le milieu de culture. 

La culture peut se faire en batch ou bien en continu, et la purification des 
cobalamines peut se faire par les methodes deja utilisees au niveau industriel (Florent, 
1986). 

Dans un mode de realisation on utilise un microorganisme transforme par un 
10 fragment d'ADN codant pour un polypeptide , implique dans une voie de biosynthese 
de la O-phospho-L-threonine comprenam les genes bluE et bluF de RhodobaOfir 
capsulatus . ou un fragment homologue ou s'hybridant avec lesdits genes bluE et bluF 
et ayant la meme fonction de coder pour un enzyme implique dans une voie de 
biosynthese de la O-phospho-L-threonine que lesdits genes. 

15 Dans un autre mode de realisation, on utilise un microorganisme transforme 

par un fragment d'ADN codant pour un enzyme implique dans une voie de biosynthese 
du 5,6-dimethylbenztmidazole comprenam le gene bluB de Rhodobacte r capsulatus. 
ou un fragment homologue ou s'hybridam avec ledit gene bluB et ayant la meme 
fonction de coder pour un enzyme implique dans une voie de biosynthese du 5.6- 

20 dimethybenzimidazole que ledit gene. 

L'invention implique l'utilisation d'un fragment d'ADN d'origine naturelle 
synthetique ou recombinante et homologue. Par fragment, on entend un fragment 
resultant de la degenerescence du code genetique ou un fragment presentant tine 
homologie de sequence d'au moins 25 % et qui code pour des polypeptides de meme 
25 fonction. 

De fa?on appropriee, on utilise un microorganisme cultive en aerobiose et ledit 
fragment d'ADN code pour un enzyme implique dans une voie de biosynthese en 
aerobiose du 5,6-dimethylbenzimidazole. 
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La presente invention a egaiement pour objet un procede de preparation de 
souches recombinantes de microorganisme procaryote producteur de cobalamine, 
caracterise en ce qu'on transforme ledit microorganisme par les techniques de genie 
genetique par au moins un fragment d'ADN codant pour un enzyme implique dans une 
5 voie de biosynthese de la O-phospho-L-threonine ou du 5,6 dimethylbenzimidazole tel 
que defini ci-dessus. 

La presente invention a egaiement pour objet les souches recombinantes 
obtenues par le procede de preparation de souches selon la presente invention. 

La presente invention implique r utilisation dans les procedes selon Tinvention 
10 d'un ADN recombinant contenant au moins une sequence d'ADN codant pour undit 
polypeptide et dans lequel la ou lesdites sequences sont placees sous le controle de 
signaux d'expression. 

A cet egard, on peut en particulier positionner en 5* de la sequence d' ADN des 
regions promotrices. De telles regions peuvent etre homologues ou heterologues de la 

15 sequence d'ADN. En particulier, des promoteurs bacteriens forts, tels que le 
promoteur de Toperon tryptophane Eiqp ou de Toperon lactose Plae de Refill, le 
promoteur gauche ou droit du bacteriophage lambda, les promoteurs forts de phages 
de bacteries.* telles que les corynebacteries . les promoteurs fonctionnels chez les 
bacteries gram-negatives, tel que le promoteur Ptac de toli, le promoteur BcylS des 

20 genes du catabolisme du xylene du plasmide TOL, le promoteur de Tamylase de 
Bacillus subtilis Pamy . pourront etre utilises. On peut citer egaiement les promoteurs 
derives de genes glycolytiques de levure, tels que les promoteurs des genes codant 
pour le phosphoglycerate kinase, la glyceraldehyde - 3 - phosphate dehydrogenase, la 
lactase ou Tenolase, qui pourront etre utilises lorsque TADN recombinant sera 

25 introduit dans un hote eucaryote. Un site de fbcation des ribosomes sera egaiement 
positionne en 5' de la sequence d'ADN et il pourra etre homologue ou heterologue, tel 
le site de fixation des ribosomes du gene ell du bacteriophage lambda. 
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Des signaux necessaires a la terminaison de la transcription pourrom etre 
places en 3' de la sequence d' ADN. 

L'ADN recombinant utilise dans les procedes selon la presente invention peut 
ensuite etre introduit directement dans une cellule bote compatible avec les signaux 
5 d'expression choisis ou etre clone sur un vecteur plasmidique pour permettre 
d'introduire de maniere stable la sequence d'ADN en question dans la cellule hote. 

L'invention implique de fagon connue I'utilisation des plasmides contenant une 
sequence d'ADN codant pour undit polypeptide. De fagon connue, ces plasmides 
contiennent aussi un systeme de replication fonctionnel et un marqueur de selection. 

10 Differents types de vecteurs peuvent etre utilises. On prefere dans le cadre de 

Tinvention utiliser des vecteurs de type RK2, c'est-a-dire de vecteurs ayam une origine 
de replication RK2. On peut citer a titre d'exemple paniculier. le vecteur RK2 
(Saurugger et al., 1986), le vecteur pXL435 (Cameron et ah, 1989), le vecteur 
pRK290 (US 4,590,163 ; Ditta et al., 1985) et le vecteur pXL1635 (WO 91/16439). 

15 Un vecteur particulierement avantageux est le vecteur pXL1635. D'autres vecteurs 
sont decrits dans la demande WO 91/16439. 

Selon une variante de realisation, on utilise un microorganisme transforme par 
un fragment d'ADN comprenant un fragment BamHI de 6,8 kb du plasmide pERl 
(figure 1), decrit dans les exemples ci-apres et qui code pour la synthese des deux 
20 precurseurs, O-phospho-L-threonine et 5,6-dimethylbenzimidazole. 

Dans un mode de realisation plus particulierement approprie pour Texpression 
d'un polypeptide implique dans la synthese de la O-phospho-L-threonine, on utilise un 
fragment d'ADN comprenant le fragment EcoRI/Clal de 2,1 kb du plasmide pER2 
(figure 2), decrit dans les exemples qui vont suivre. 

25 Dans un mode de realisation plus particulierement approprie pour Texpression 

d'un polypeptide implique dans la synthese de la O-phospho-L-threonine, on utilise un 
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fragment d'ADN comprenam le fragment EcoRI/EcoRV de 1,6 kb du plasmide pER2 
(figure 2) decrit dans les exemples qui vont suivre. 

Dans un autre mode de realisation, plus particulierement approprie pour 
5 Texpression d'un polypeptide implique dans la synthese du 5,6-dimethylbenzimidazole, 
on utilise un fragment d'ADN comprenant le fragment BamHI de 6,8 kb du plasmide 
pERl, decrit dans les exemples qui vont suivre. 

Les microorganismes procaryotes hotes qui peuvent etre utilises selon 
T invention, sont plus particulierement les bacteries du genre E.coti . Pseudomonas 
10 denitrificans . A grobacterium radiobacter . Agrobacterium tumefaciens . ou Rhizobium 
melitoti ou encore Rhodobacter capsulatus . D'autres bacteries sont decrites dans 
W091/11518. 

Toutefois, avantageusement on utilisera une bacterie P. denitrifies ou 
A, radiQbacwr- 

15 D'autres a vantages et caracteristiques de la presente invention apparaitront a la 

lumiere de la description detaillee qui va suivre. 

Les exemples 1 et 2 decrivent comment il est possible d'obtenir une production 
de cobalamines en ajoutant de la O-phospho-L-threonine dans le milieu de culture 
d^e souche de Pseudomonas denitrificans ou de Rhodobacter capsulatus. L'exemple 
20 2 montre comment la O-phospho-L-threonine peut remplacer avantageusement le Rl- 
amino-2-propanol dans les milieux de production, puisque des concentrations au moins 
1000 fois plus importanes de Rl -amino- 2-propanol sont necessaires pour obtenir une 
production de cobalamines. 

L'exemple 2 montre aussi que la region du chromosome de Rhodobacter 
25 capsulatus portant les genes bluE et bluF est impliquee dans la synthese de la O- 
phospho-L-threonine. L'exemple 3 decrit la construction de plasmides portant les 
genes bluE et bluF a partir d'un fragment d'ADN de Rhodobacter capsulatus . Cet 
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exemple 3 montre surtout comment ces plasmides, une fois introduits dans des 
souches pour lesquelles la production de cobalamines est dependante de Taddition de 
Rl-amino-2-propanol ou de O-phospho-L-threonine, permettent d'obtenir une 
production de cobalamines sur des milieux ne contenant pas de Rl-amino-2-propanol 
5 ou de O-phospho-L-threonine. L'exemple 4 montre que la region du chromosome de 
Rhodobact er capsulatus portant le gene bluB est impliquee dans la synthese du 5,6 
dimethylbenzimidazole. 

Liste des figures : 

Figure 1 : cane de restriction du plasmide pERl 
10 Figure 2 : cane de restriction du plasmide pER2 

Figure 3 : carte de restriction du plasmide pER3 

Les figures 1 a 3 represented les plasmides pERl, pER2 et pER3 
respectivement. 

1. Souches et plasmides 

15 Les souches AH2 et BB1 de Rhodobacter capsulatus (Pollich et al., 1 995a) ont 

ete construites a partir de la souche 37b4 (DSM 938). La souche G2650 de 
Pseudomonas denitrificans a ete construite a partir de la souche SBL 27 Rif r par 
insertion du transposon Tn :1 (Crouzet et al., 1990). Une souche G2650[Tet] a tout 
d'abord ete construite en utilisant un transposon Tn 5 portant le gene de resistance a la 

20 tetracycline. Puis une souche G2650[Sp] a ete construite a partir de la souche 
G2650[Tet] par echange du gene de resistance a la tetracycline du transposon Tn 5 par 
un gene de resistance a la spectinomycine. La souche SBL 27 Rif r derive de la souche 
MB 580 (Brevet US. 3 018 225). 



Le plasmide pBBWl a ete construit a partir d'un fragment d'ADN de 
25 Rhodobacter capsulatus (Pollich et al., 1995a). Le plasmide pAHW25 (Pollich et Klug, 
1995a) a ete construit a partir du plasmide pBBWl 
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2. Techniques moleculaires 

Les techniques generates de manipulation de I'ADN utilisent comme reference 
le manuel de laboratoire (Sambrook et coll., 1989). 

Les enzymes sont utilises comme le recommande le fabricant et proviennent 
5 des laboratoires New England Biolabs et de Boehringer Mannheim. 

Les techniques utilisees concernent essentiellement les etapes suivantes : 

- digestion par des enzymes de restriction ; 

- ligature de molecules d'ADN par la Hgase du bacteriophage T4. 

3. Techniques de transformation 

10 La transformation des souches d' E.coli est realisee par electroporation (Dower 

etcoll., 1988). 

4. Techniques de conjugaison 

Les conjugaisons entre la souche SI 7-1 d' E.coli et les differentes souches de 
P. denitrif icans sont realisees selon un protocole adapte de celui decrit par Simon et 
15 ses collaborateurs (Simon et coll., 1986). La transformation des souches de 
Pseudomonas peut etre realisee par toute autre technique du genie genetique. 

5. Preparation des milieux de produc tion de cobalamines 

Le milieu utilise pour la production de cobalamines par les souches de 
P. denitrificans est le milieu PS4 decrit par Cameron et coll., 1989. 

20 Le milieu utilise pour la production de cobalamines par les souches de 

Rhodobacter capsulatus est le milieu RA decrit par Pollich, 1995b. 



6. Dosage de s cobalamines produites 
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La quantite de cobalamines produite est mesuree soit par dosage 
microbiologique soit par chromatographic liquide a haute performance (CLHP). 

- Dosage microbiologique : 

La quantite de cobalamines produite est mesuree par une methode semi- 
5 quantitative utilisant la souche indicatrice 113-3 d' E.coli . auxotrophe pour la vitamine 
B12 (Davis et Mingioli. 1950). 

Cette souche indicatrice est un mutant metE d'Exoli qui ne possede done plus 
qu'une seule homocysteine methyltransf erase (EC 2.1.1.13) qui est B12-dependante. 
Sur milieu minimum, elle ne requien que la presence de vitamine B12 pour pousser. 

10 Lorsque cette souche est incluse dans une surcouche de milieu minimum M9 (Miller, 
1972) gelose (auquel il ne manque que la vitamine B12 pour permettre la croissance 
de la souche), il est possible de doser la vitamine B12. En effet, si Ton depose a la 
surface de la surcouche un echantillon d'une solution contenant de la vitamine B12, 
une aureole de croissance est visible a Tendroit du depot apres 16 h d'incubation a 

15 37°C. La vitamine B12 contenue dans Techantillon diffuse et permet la croissance des 
bacteries incluses dans I agar. Le diametre de r aureole de croissance est proportionnel 
a la concentration de B12 dans Techantillon. 

Les echantilions sont obtenus par lyse des cellules selon le protocole suivant : 

0,1 ml d'une solution de (Tris-HCI pH=8 100 mM, EDTA 20 mM, saccharose 
20 200g/l) contenant 24 mg/ml de lysozyme (Boehringer Mannheim) sont melanges a 
0,5 ml de culture cellulaire a doser. Apres 30 min d'incubation a 37°C, 60 \xl d'une 
solution de sodium dodecyl sulfate a 30 g/1 sont rajoutes et le melange est vortexe quelques 
secondes. 10 \xl du lysat cellulaire obtenu, ou eventuellement une dilution au 1/50, sont 
deposes a la surface de la surcouche. 



25 -Dosage par CLHP: 
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Les methodes utilisees pour te dosage des cobalamines par chromatographic liquide 
a haute performance sont celles decrites par Blanche et coll., 1990. 

EXEMPLE 1 : Effet de la O-phospho-Mhreonine sur la production de 
cobalamines par une souche de Pseudomona s denitrificans. 

5 La souche G2650 (Tet] de Psgndnmonas denitrificans est cultivee dans 25 ml de 

milieu PS4 comenant 2 ngM de tetracycline, en Erlenmeyer de 100 ml. Apres 24 h de 
fermentation a 30°C sous agitation (250 rpm), 0,16 ou 0.32 ou 1,5 ml d'une solution de O- 
phospho-L-threonine a 10 g/1. ce qui correspond a une concentration finale de 66, 132 et 
respectivement 600 mg/1, sont eventueilement ajoutes dans le milieu. Les quantites de 

10 cobalamines produites dans chacune de ces conditions sont dosees par CLHP au bout de 
148 h de fermentation. Les resultats (tableau 1) montrent que la souche G2650 [Tet] ne 
produit pas de vitamine B12 en milieu PS4. Par contre, la presence de O-phospho-L- 
threonine dans le milieu, permet la production de B12 par cette meme souche. La quantite 
de vitamine B12 produite est aiors d'autant plus importante que la quantite de 0-phospho- 

1 5 L-threonine rajoutee est importante. 



TABLEAU I 



O-phospho-L-threonine 
ajoutee dans le milieu 
(mg/1) 


0 


66 


132 


600 


600 

(aioutee a t=0) 


B12 (mg/1) produite 


0 


1.8 


2.5 


4.2 


3.8 



EXEMPLE 2 : Effets compares de la O-phospho-L-threonine et du Rl-amino-2- 
propanol sur la production de cobalamines par une souche Rfrodobflttgr capSutetUS- 



La souche AH2 de Rhodobacter capsulatus est cultivee en Erlenmeyer de 100 ml 
20 dans 70 ml de milieu RA en presence de 10 ng/ml de kanamycine et de differentes 
concentrations de O-phospho-L-threonine et de Rl-amino-2-propanoL Apres 24 a 48 h de 
fermentation a 30°C sous agitation (100 rpm), la quantite de cobalamines produites dans 
les differentes conditions est mesuree par dosage microbiologique. 
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Les resuitats sont montres Tableau 2, dans lequel "-" signifie absence de halo de 
croissance de la souche indicatrice et presence d'un halo de croissance d'un diametre 
d'autant plus important qu'il y a de 4 V\ Ces resuitats montrent que la souche AH2 de 
It capsulars, cultivee en milieu RA ne produit pas de vitamine B12. Par contre, en 
5 presence de O-phospho-L-threonine ou de Rl-amino-2-propanol, cette souche est capable 
de produire de la vitamine B12. Les resuitats montrent aussi qu'il faut rajouter de Tordre 
6.10 3 fois phis de R 1 -amino-2-propanol pour avoir le meme resultat qu'avec la 0- 
phospho-L-threonine. 



TABLEAU 2 



Concentration de 
O-phospho-L 
-threonine dans 
le milieu 


10 nM 


25 nM 


50 nM 


100 nM 


250 nM 


Production de B12 




+ 


++ 


+++ 


++++ 



10 



Concentration de 
Rl -amino-2-propanol 
dans le milieu 


6^M 


30^M 


150 ^M 


1,2 mM 


Production de B12 








+ 



EXEMPLE 3 : Effet de la presence d'un fragment d'ADN derivant du plasmide 
pBBWl dans la souche G2650, non productrice de cobalamines. 

3.1. Contruaion du plasmide pERl (figure 1) 

Le plasmide pERl de 17,4 kb a ete construit par clonage au site BamHI du vecteur 
15 pXL435 (Cameron et coll., 1989) du fragment d'ADN BamHI de 6,8 kb purifie a partir du 
plasmide pBBWl (Pollich et Klug, 1995). 

3.2. Introduction du plasmide p ERl dans la souche G2650 de P. denitrificans 

[ 
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Le plasmide pERl a dans un premier temps ete introduit par eleciroporation dans 
la souche S17-1 d , E 1 CQU et, dans un deuxieme temps, a ete introduit dans la souche G2650 
[Tet] de P. denitrificans par conjugaison avec la souche S17-1 d'E.coli contenant le 
plasmide pERl . Les transconjugants resistant a 50 fig/ml de rifampicine et a 100 jig/ml de 
5 lividomycine ont ete selectionnes. 9 clones analyses contenaient le plasmide pERl . 

De la merne fagon, une souche temoin G2650 [Tet] contenant le vecteur pXL435 
seul a ete construite. 

3.3. Production de cobalamines par la souche G2fi f>0 contenant le plasmide pERl. 

Les clones G2650 [Tet] contenant le plasmide pERl ainsi que 2 clones contenant le 
10 plasmide pXL435 ont ete cultives dans le milieu PS4 en presence de rifampicine, 
tetracycline et de lividomycine. Apres 140 h de fermentation a 30°C sous agitation 
(250 rprn), la quantite de cobalamines produites a ete mesuree par dosage microbiologique 
et par CLHP. Les resultats sont presemes dans le Tableau 3. 



TABLEAU 3 







B12 dosage 
microbioloaiqufe 


B12 CLHP 
(mg/1) 




1 


++ 


3 




2 


++ 


3.5 




3 


++ 


3,4 


Souches 


4 


++ 


3.2 


G2650 [Tet] 


5 


++ 


2.9 


contenant le 


6 


++ 


3.9 


plasmide pERl 


7 


++ 


3.6 




8 


++ 


3,3 




9 


++ 


3,9 


Souches ' 
G 2650 ITet] 
contenant le 


1 

2 




O 
0 
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plasmide 
PXL435 








Souche G2650 (Tet] 






0 



Alors que ni la souche G2650 [Tet] ni cette souche contenant le plasmide 
pXL435 ne produisent de vitamine B12 en milieu PS4, cette meme souche contenant 
le plasmide pERl est capable de produire de la B12 a une concentration de Tordre de 
3,5mg/l. La souche G2650 [Tet} contenant le plasmide pXL435> c'est-a-dire 
5 uniquement le vecteur de clonage qui a servi a la construction du plasmide pERl, ne 
produit pas de B12 : c'est done la presence du fragment d'ADN de 6,8 kb derivant du 
plasmide pBBWl qui est responsable de la production de B12. 

Ce fragment d'ADN BamHI de 6,8 kb purifie a partir du plasmide pBBWl 
confere done a la souche G2650 [Tet] de P. denitrificans la capacite de produire de la 
10 vitamine B12 en milieu PS4. 

3.4. Sousclonages 

Les regions du fragment d'ADN BamHI de 6,8 kb contenant les genes bluE et 
bluF ont ete sous donees dans le vecteur de clonage pXL435, dormant naissance aux 
plasmides appeles pER2 et pER3, grace a des constructions intermediates. 

15 Le plasmide pER2 de 12,9 kb (figure 2) contient le fragment EcoRI/Clal de 

2,1 kb purifie a partir du plasmide pBBWl et clone dans le vecteur pXL435. 
. Ce fragment d'ADN a prealablement ete clone aux sites EcoRI/Clal du plasmide 
pBluescript II SK+ (Stratagene) puis a ete purifie a partir de ce plasmide recombinant 
sous forme d'un fragment d'ADN BamHI/Sall pour le clonage dans le vecteur 

20 pXL435. 

Le plasmide pER3 de 11,9 kb (figure 3) contient le fragment PstI de 1,2 kb 
purifie a partir du plasmide pBBWl et clone dans le vecteur pXL435. II a ete 
prealablement clone au site PstI du plasmide pBluescript II SK+ puis a ete purifie a 
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partir de ce plasmide recombinant sous forme d*un fragment de restriction BamHI/Sall 
pour le clonage dans le vecteur pXL435. 

Le plasmide pAHW25 (Pollich et Klug, 1995a) contient le fragment 
EcoRI/EcoRV de 1.6 kb purifie a partir du plasmide pBBWl et clone dans le vecteur 
5 pRK4l5 (Keen et al., 1988) : le gene bluE est alors transcrit a partir du promoteur lac 
du vecteur. 

Les plasmides pER2 ou pER3 ont ete introduits dans la souche G2650 [Tet] de 
P. denitrificans par conjugaison avec la souche S17-1 d'E^oJi contenant ces memes 
plasmides. Les clones de G2650 [Tet] contenant les plasmides pER2. pER3 ou 

10 pXL435 ont ete cultives dans 5 ml de milieu PS4 en presence de rifampicine, 
tetracycline et lividomycine. Les plasmides pAHW25 et pRK415 ont ete introduits 
dans la souches G2650lSp) de P rtenitrificans par conjugaison avec la souche S17-1 
d' E. coli contenant ces memes plasmides. Les clones des souches G2650[Sp] 
contenant les plasmides pAHW25 ou pRK415 ont ete cultives dans 25 ml de milieu 

15 PS4. en presence de rifampicine. lividomycine et spectinomycine. Apres 140h de 
fermentation a 30°C sous agitation (250 rpm). la quantite de cobalamines produites est 
mesuree par dosage microbiologique et par CLHP. 

Les resultats. presentes dans le tableau 4. montrent que seuls les clones des 
souches G2650 contenant les plasmides pER2 ou pAHW25 sont capables de produire 
20 de la vitamine B12 en milieu PS4. 
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TABLEAU 4 







Bl<: dosage 


R12 en 






microbiologique 


CLHP (me/1) 


boucne kjcoovi i etj 






0 


Souche G2650lSpJ 






0 


SouchesG2650[Tet] 


1 




ft 
u 


contenant le 


2 


• 


u 


plasmide pXL435 


3 


- 


0 




1 


++ 


7,4 




2 


++ 




Souches G2650[Tet) 


3 


++ 


7 Q 


contenant le 


4 


++ 


3 5 


plasmide pER2 


5 


+4* 


5 2 




6 


++ 


6 8 




7 


++ 


7,2 




1 


- 


0 




2 




u 




•> 
3 




0 


Souches G26D0LTet] 


4 




0 


contenant le 


5 


- 


0 


plasmide pER3 


6. 




0 




7 




o 

V 




o 
o 




0 




1 




0 


Souches G2650[Sp] 


2 




0 


contenant le 


3 




0 


plasmide pRK41 5 


4 




0 




1 


++ 


3,0 




! 2 


++ 


2,2 


Souches G2650[Sp] 


3 


++ 


3.0 


contenant le 


4 


++ 


2.9 
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plasmidepAHW25 


5 


++ ; 


2.9 




6 


++ 


3,3 




7 


++ 


3.1 




8 


++ 


2.4 



10 



15 



EXEMPLE 4 : Le gene bluB est implique dans la biosynthese du 5,6- 
dimethylbenzimidazole (DBI). un precurseur connu de la B12. 

La souche BB1 de Bhfidflbaflgr, fapsulatus est une souche mutante qui a ete 
obtenue par insertion d'un interposon dans le gene bluB : c'est une souche bluB" 
(Pollich et coll.. 1995). La souche BB1 est cuhivee dans 70 ml de milieu RA en 
Erlenmeyer de 100 ml en presence de 10 pg/ml de kanamycine et de differentes 
concentrations de DBI. Les quantites de cobalamines produites par cette souche dans 
les differentes conditions sont mesurees par dosage microbiologique apres 24 a 48 h 
de fermentation a 30°C sous agitation (100 rpm). Les resultats. resumes dans le 
Tableau 5. momrent que la souche mutante BB1. non productrice de B12 en milieu 
RA seul. synthetise cette molecule lorsqu'au moins 14 nM de DBI sont presents dans 
le milieu. Le gene bluB est done implique dans de la biosynthese du 5.6- 
dimethylbenzimidazole. 

TABLEAU 5 



concentration 
de DBI dans 
le milieu nM 


0 


»-» 


14 


35 


70 


140 


350 


production 
de B12 






+ 


++ 


+++ 


++++ 


+++++ ' 
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PFVFNDIf ATIONS. 

1. Procede de biosynthese de cobalamines par fermentation d'un > 
microorganisme procaryote producteur de cobalamine, caracterise en ce que : 

- on utilise un microorganisme transforme par au moins un fragment d'ADN 
5 codant pour un enzyme implique dans une voie de biosynthese de la O-phospho-L- 
threonine et Ton cultive ledit microorganisme dans des conditions permettant 
l'expression dudit enzyme et la production de cobalamine ; et/ou 

- on ajoute dans le milieu de culture dudit microorganisme de la O-phospho-L- 
threonine ; ou 

10 - on utilise un microorganisme aerobie transforme par au moins un fragment 

d'ADN codant pour un enzyme implique dans une voie de biosynthese du 
5,6 dimethylbenzimidazole et Ton cultive ledit microorganisme en aerobiose, dans des 
conditions permettant l'expression dudit enzyme et la production de cobalamine. 

2. Procede selon la revendication 1 dans lequel on utilise un microorganisme 
15 transforme par un fragment d'ADN codant pour un polypeptide implique dans une voie 

de biosynthese de la O-phospho-L-threonine comprenant les genes MuE et MuLde 
Rhodobacter capsulatus . ou un fragment homologue et/ou s'hybridam avec lesdits 
genes bluE et bluF et ayant la fonction de coder pour un enzyme implique dans une 
voie de biosynthese de la O-phospho-L-threonine. 

20 3. Procede selon la revendication 1 dans lequel on utilise un microorganisme 

transforme par un fragment d'ADN codant pour un enzyme implique dans une voie de 
biosynthese du 5,6-dimethylbenzimidazole comprenant le gene blyiB de Rhodobacter 
capsulatus . ou un fragment homologue et/ou s'hybridant avec ledit gene bluB et ayant 
la meme fonction de coder pour un enzyme implique dans une voie de biosynthese du 

25 5,6-dimethybenzimidazole que ledit gene. 

4. Procede selon l'une des revendications 2 a 3, caracterise en ce que ledit 
fragment d'ADN comprend un fragment BamHI de 6,8 kb du plasmide pERl. 
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5. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que ledit fragment d'ADN 
comprend le fragment EcoRI/Clal de 2, 1 kb du plasmide pER2. 

6. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que ledit fragment d'ADN 
comprend le fragment EcoRI/EcoRV de 1,6 kb du plasmide pAHW25 ou du plasmide 

5 pER2. 

7. Procede de preparation de la vitamine B12 selon Tune des revendications 1 a 5. 

8. Procede selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce que ledit 
microorganisme est une souche de Pseudomonas denitrificans ou de Agrotocterivm 
mdiQbacter. 

10 9. Procede de preparation de souches recombinantes de microorganisme 

procaryote producteur de cobalamine, caracterise en ce qu'on transforme ledit 
microorganisme par les techniques de genie genetique par au moins un fragment 
d'ADN codant pour un enzyme implique dans une voie de biosynthese de la O- 
phospho-L-threonine ou du 5,6 dimethylbenzimidazole tel que defini dans les 

15 revendications 1 a 6. 

10. Microorganisme recombinant obtenu par le procede selon la revendication 9. 

11. Microorganisme selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il s'agit 
d'une souche de Pseudomonas denitrificans ou Agrobacterium radiobacter. 
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